Extracción y purificación de la fosfatasa de la glándula mamaria by Caputto, Ranwel & Marsal, Alberto
Extracción y Purificación· de la Fosfatasa de la Glándula 
Mamaria (*) 
POR 
Ranwel Caputto y Álberto Marsa! 
Son relativa:D?-ente escasoS: los ·Con_ocimientos que se poseen ac-
tualmente acerca de la fosfatasa de la glándula mamaria; creemos 
que el primero que la señaló fué Kay, quien conjuntamente con 
Folley y Kay (1) han establecido las condiciones .óptimas para su 
actividad y algunas constante físico-quimicas, pero utilizando un 
preparado en el cual no se había determinado el grado de pureza. 
Posteriormente poca atenci6n ha merecidG su estudio químico. 
El contenido en fosfatasa de la glándula mamaria es infer:m 
al de otrO& órganos, tales como riñón~ intestino o hueso, en los cUa-
les ha -sído· ·rrrás intensamente estudiada; pero de ninguna ~anera su 
contenido es tan: .exiguo que pudiera considerarse carente de signi-
ficación.. Trabajando en cundíCiones ·símilares a las rBalizadas en 
este laboratorio por uno de nosotros (2) en estudios con riñón, ve-
mos que los extractos mamarios tienen por centímetro cúbico un 
contenido de fosfatasa equivalente a la mitad del de los extractos 
renales. Si se agrega que puede creerse que la fosfatasa de la leche 
proviene de la mamaria y que los compuestos fosforados lácteos trc-
nen una especial importancia., es posible suponer entonces que la 
fosfatasa mamaria es, en realidad, acreedora a un mejor estudio, 
( . ) Los gastos para efectuar este trabaJO fueron sufragados con el fondo 
para investigaciones científicas de la Facultad de Medicina de Córdoba.,. 
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Entre los intentos de purifiCación de fosfatasa realizados has-
ta ahora en distintos órganos, debemos citar los de Martland y Ro-
binson (3) con tejido óseo, mejorados luego por Lora Tamayo y 
Rodríguez Blanco (4), Armstrong (5) que estudió la fosfatasa fe-
cal del perro, H. y E. Albers (6) extrayendo la fosfatasa del riñón 
mediante autohs del órgano, post<Jriormente uno de nosotros (2) 
que medmnte el uso de dioxana ha obtemdo preparados de fosfa-
tasa renal más _purificados. 
T écn~cas 11Badas para. las valoraciones 
En este trabajo hemOS- seguido té~nicas semejantes a las usadas 
rn un trabajo anterior (2), empleando el mismo substracto (g 1.25 
_ de beta glicerofosfato sódico Eastman, g 1 06 de veronal sódico 
Merck, g. 0.1522 de cloruro magnésico con 6 moléculas de agua de 
cristalización Schering-Kahlbaum, todo disuelto· hasta 250 ml. de 
"gua rerlestilada y ajustado el pH entre 9 á 9.1). 
El fósfm•G fué deterrrnnado medmnte la técnica de Fiske y 
Subba-Row (7) ligeramente modificada. kas determi.p.aciones de 
pH fueron ejecutadas con el potenciómetro de Leeds y Northrop 
modelo 7660 y el electrodo de vidrio de Me. Innes, usando corn@ 
patrón la ·solución de ftalato ácido de potasio del Natlonal Bureau 
of Standards de W ásbmgton con un pH de 3.97 4 a 20 grados. 
La técnica de las valoraciones enzimáticas ha sido la misma_ 
ya publicada anter1o!mente, también usamos la misma nomencla-
tura de unidades: ''unidad de :Eosfatasa es la cantidad de ·enzim·a 
que en una hora y a la temperatura de 37 grados lÍbera 0.1 mg. de 
fósforo del substrato y a pH de 9 á 9 l. La cantidad de fósforo 
liberado no debe ser mayor del 10 % del contemdo de fósforo de 
todo el substrato usado'', Los testigos fueron dispuestos en la forma 
ya descrita. 
Para valorar las proteínas intentamos al principio hacer de~ 
terminacio-nes gravimétriCas, pero se nos han prest;ntado difi-culta-
des que nos obligaron a abandonar la técnica) pues las proteínas 
no precipitaban en forma completa y nos quedaban algunas al es-
tado coloídal. Hemos usado, entonces, el método de la determinación 
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del nitrógeno total de K¡eldahl cerno índice del contemdo de pro-
teínas de nuestro extracto; para mineralizar usamos. el perhi_drol; 
la destilaciÓn del amoniaco la h1cimos de .acue_rdo a la microtécniCa 
de ]\l[ichaelis y la htulación fmal ,por yodometría según Koefoed ( 8) 
Expresamos nuestros r:esultado_s por el índice 
Umdades. de fosfatasa 
Milígramos de nitrógeno total 
Deter·minación del pH ópt"no de la fosfaia•a mmnaria 
Es cono_CI?o el hecho de que en los órganos animales se encuen-
tran por lo menos tres tipos de fosfatasas cuya. diferencia más fá-
cil de rec~n0cer es la de los distmtos pH requeridos como óptimos 
p~ su acbvidad. En el cuadro siguiente hemos resumido el com-
~1!!J¡ortamiento de las fosfatasas de .distintos órganos según los. datos 
de la literatura e 
-pH ·óptmw 
·alrededor 
de 9-
Plasma sang (Belfanh (9}) 
Hueso· (_Belfa:nti (9)) 
Dos óptimos 
alrededor de 
pH5ypl!9-
R1ñón 
Hígado 
Bazo 
J-'echc 
Cerebro 
(Baman y R1edel) 
(Baman y Riedel) 
(Davies (10)) 
(Giri (11)) 
(Giri yDatta (12)) 
Optrmo 
al)'ededor 
de pH o.-
Eritrocitos 
(Roehe é13) ) 
Dada esta diver1hdad de comportamiento, al iniciar nuestros In-
tentos de purificación de la fosfatasa mamarra hemos sentido la 
necesidad de determmar el pH óptim<> para su actividad; este tra-
ba¡o prevw Imponíase con el doble ob¡eto de aJustar la técnica de 
la determinación cuantitativa y además para conocer si el procedi.., 
miento de extracciÓn debía tener en cuenta uno o dos tipos de 
enzimas 
Hem-os usado en las determinaciOnes del pH óptimo, glándulas 
mamarias de vacun(ls ;y que estaban fuera de períodos de actividad 
funcional, para .evitar la presencm de leche ~que, como es -conoci-
do, llene dos tipos de fosfatasa-. También se ha procurado, eli~ 
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mmar la mayor cantidad posible de sangre para descartar la acciÓn 
{le las fosfatasas de este tejido. 
Las extracciOnes las efectuamos con mezcla de Albers ( y.éase 
más adelante), con buffer de borato sódico de Sorensen (pH 9 2) 
y con agua destilada; en el caso de los dos_ último-s agentes de ex-
tracción añadíamos toluc.J en la proporción del 10 % del volumen 
No hemos encontrado diferencias notables según el agente de m~­
tracción y en la curva que reproducimos damos los resl!-ltad.os ob-
temi'.os con un extracto acuoso, filtrado después de 48. huras de 
::maceración del órgano y con el cual_,se IH'Océd_ió a,-determ4n():r la 
-riqueza ·en fOs:fat~sa en presencia de substratos cuyo pH era ade-
cuadamente modific;;tdo para tener toda la escala necesa:rm; pero 
mantemendo la misma concentraciÓn 1ónica total en tcdos los tubos. 
l1as determ1nacwnes de pH, efectuadas con las precauciOnes y téc-
mca ya md1eadas, eran rqpebdas después de la Ineubac1ón de la 
mezcla de reacciÓn En experiencias com p-lementarms estudiamos 
más particularmente algunas zonas de la escala de- pH usando mu-
chos tubos para tener menores desplazamientos del pH 
Interpretando la gráfica antetior, podemos concluir que la 
fosfatasa de la glándula mamana tiene en las condiCIOnes experi-
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nl('ntales en que nosotros trabajamos, un solo pH- óptimo de ac-
tividad; que este se encuentra alrededor de 9 y que· la actividad 
enzimátíca cae bruscamente a ambos lados del óptimo. 
Extracción de la fasfatasa man¡aria 
Partimos de glándulas mamarias de vacunos recientemente .faena.,.. 
dos .en el Matadero l\1Iumc1pal de la ciudad de Córdoba; inmediata-
mente eran transporÚtdas al laboratono y libradas de toda gra~a pe-
rimamaria e interlobuhllar y luego groseramente picadas. Silas glán-
dulas er_an muy ricas en leche, los trozos eran exprimidos y lavados. 
varias v~-b~s. _¿ón a:gu~ co,mU;I;_ j)_ar_a(exfr~er el m3:x_imn · pos1ble de le-
~·• ' . . . \~be. Lu~Q"_eJ_ órgano er_at Jriturado finalmente en _máq:uina. picadora 
do carn~~ :r;a_ ~xtra<~CJÓli de Ja e:g:Zima la hicimos me.di_ante autoli.,. 
sis a la tel!¡peraturlj anibrente. (que osciló e!Itre 16 y 21>grado$) y con 
la adi'~ión ·d.i. hit vqlull)eu igual al peso de la;gÍándnla, de una mez-
' - 4.1... -.. '. ; '~ ' ' ' . ~' ' -
cla compu<liita de tolueno 50 mL, acetat<> de etilo 50 ml., etanol 
a 50 grados 1 htr0 ; esta mezcl~ ha ;¡ido propuesta por Albers 
( 6) y nos ha dado muy buen resnlta::'!u .en todos lós traba-
jos efectuados en este laboratorio con distintos órgano~ La autolisis 
se efectúa durante 2 á 3 días y luego el extracto se filtra por gasa y 
finahnente por papel ~e filtro previaiÍfent~ mojado ~on agna. ce, 
mún , cuando el !'xtracto er:J! 'mliy 'rico en !i~ídos 'bastaba enfriarlo 
fuertem<Jnt""!'n el refrigerador el~ctrico antes de la últiJllli filtración 
Los extractos obtenidos en esta forma tienen un cqlor hgera-
mente amarillo y sola~~nte dan una tenue fluorescencia verdosa 
diferenciándose en estcs dos detalles de las prepara.ciones obte¡Ii-
da~ del riñón. 
El valor enz1mático de estos extractos crudos así obtenidos, va-
ría mucho según l¡t actív1dad de las glándulas usadas y quizá tam-
bién por otros factores (edad del animal, etc .. ). En los casos que 
la mama estaba en el período de secreción láctea, la riqueza en fos-
fatasa era mucho mayor que las glándulas en reposo funcional Pr·e-
stntamos en el cuadro siguiente las diferencias obtenidas en diver-
saR preparamones divididas según el estado.· funcional: 
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Glándulas en reposo 
sec1·etorio 
Unid. 
mg. N. total 
2.90 
7.80 
Unid 
_por ml. 
3.60 
10.-
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Glándulas en activídad 
secretoria 
Unid. 
mg.. N.. total 
25-
48.30 
23.-
11.45 
9.10 
Unid. 
por -ml 
27.40 
67.20 
23.~ 
11.30 
25.~ 
,:• 
Se ve, entonces, que en general cabe esperar mejores extrac-
tos más concentrados y más. táciles de purificar, partiendo de las 
glándUlas en actividad funcional. Como criterio macroscópico para 
determinar el estado funcional de la glándula sólo hemos tenido en 
eonside.ración la presencia o ausencia de leche. ( 
Concentración de las ;prepa1~aci(J'J'tes 
El extracto crudo anteriormente deseríto es precipitado con 
etanol a 95 grados, agregando en la proporción de 1 litro de al-
coh' 1 por cada 800 mL del extracto. El conjunto se deja en el re-
frigerador eléctrico (5 grados) durante toda la noche y al día si-
guiente se separa por decantación y centrifugación las proteínas 
J:n·eeipitadas, mientra.s que el líquido _se deSecha por ser muy pobre 
€ll fosfatasa. 
E! precipitado de proteínas se somete a la acción del disolvente, 
para efeétuar la eiución de 1a enzima. Hemos estudiado los siguien-
tes solventes: agua destilada, buffer de borato sódico ( Sórensen) 
a pi-I 9 y el etanol a 25 grados centesimales; en todos los casos em-:-
vlcamos una cantidad de disolvente que equivalía a 1/10 del vo-
lumen primitivo del extracto, de tal modo de tener un aumento de 
üonce1üración de la enzima de más o menos 10 veces el primitivo. 
Bsta solución -de fcsfatasa p&r(úalmente purHicada la denominare-
lnos El, (Elución N". 1). En el cuadro siguiente presentamos los 
reeultados obtemdos con diferentes solventes de la fosfatasa: 
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Agente Eluc1ón 
Agua destilada 
Agua destilada 
Buffer borato 
Etanol 25° 
Etanol 25° 
Etanol 25° 
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CUADRO No. 3 
Ext. crudo 
U./mg. N. 
7.8 
10.4 
4.3 
113 
18 02 
23 
Elución 
U .. /mg·.N.., 
10 9 
14 .. 2 
11.-
275.8 
267.-
320.-
Relación 
, I;'urificación 
1 4 
1 5 
2.5 
24.4 
14 8 
141 
Fosfatasa 
recuperada 
75.12% 
80.2 % 
90 5 % 
--.% 
68.-% 
Por la comparaCión de los resultados deducimos que el disol-
vente más .selectivo ~de la fosfatasa, en las condiciones experimenta-·. 
les en que nosa:tros hemos trabajado, es el alcohol etílico a 25 gra-
dos; sin embatgo, no pudim?s aumentar la riqueza de nuestros pre-
parados por sucesivas disoluciones_ en aleü>hol .a diferentes concentra-
ciones. Por ta,.l motivo decidimos. buscar otro agente de elución que 
nos permitiera una may:or co·ncentración por ser _más. selectivo al 
disolver la enzima, pero no las proteínas inespecí.ficas. 
Pttrtficación iliJ lag preparacwncs 
• Buscando un agente mejor para la elucíón de la enzima per() 
que no disolviese las proteínas inespeoí:fícas, -iniCmmo·s el estudio con 
las soluciOnes concentradas de sulfata de amonio y de sulfata mag-
nésico, pero rápidamente debimos abandonarlas, pues. la primera de 
estas dostrm.l! natablemente la fosfatasa y la segunda tampoco nas 
era de utilidad. Inimamas luego el estudio de la solubilidad de la 
fosfatasa en las soluciOnes concentradas de acetato de m_~gn.esio, sal 
que presenta la venta¡a. de ser soluble en el etanol .y Por lo tanto 
cuando tenemos disuelta la enzima en solución satUrada de acetato 
magnésic~, bastará 1~ adiCIÓn de eta:nol para precipitar la fosfatasa 
y deJar en solución la sal magnésica. La solución saturada de ace-
tato. magnésico nos ha resultado· u,;_ buen agent~ de eluCIÓn de la 
fosfatasa, 
Preparamos el acetato de magnesio por saturación del áCido 
acético cbn óxido de magnesiO, el producto es :fuertemente ·concen-
trado por evaporación y luego adicianado de la suficiente cantidad 
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de ácido acético pa:ra dar una reacción neutra al tornasol; el todo 
es abatidonado hasta la cristalización La sal es recr1sta:hzada y di-
suelta luego para formar soluciones saturadas. En; algunas ócasiÜ-
nes hemos usado como referencía el producto de Schering- Kahlbaum.. 
El procedimiento finalmente adoptado para purificar las prepa-
raciones de fc;;fatasa fué el siguiente: La solución de fosfatasa par-
cialmente punfícada (que anteriomente hemos designado El,) se 
precipita con un volumen igual de acetona y se la deja durante 
una noche en el refrigerador eléct~1co, El precipitado de proteínas: 
-que contiene prácticamente toda la fosfatasa- es eluído al día 
siguiente ·con la solución saturada de acetato magnésico:, empleán-
dola en la propormón de medio volumen de ésta por cada uno de 
El1 Nos queda, entonces, una disolución de- fosfatasa en solución 
saturada de acetato magnésico qUe llamaremos El2 
La solución anterior (El,) es tratada por un exceso de etanol 
de 95 que precipita la enzima y deja en solución la sal magnésica. 
Esta Operación se hace rápidamente, manteniendo el preparado en 
el re:frige:ta:dor y obteniéndose así un precipitado- de proteínas que 
es centrifugado. 
El precipitado es sometido a la tercera elución qu<> puede efec-
tuarse con solución de acetato magnésico o cvn agua simplemente. 
Te-nemos, así, las preparaciones más puras que actualmente se dis-
pone 
Resultndos y com.entario 
Presentamos en el cuadro número 3 algunos ejemplos de los' 
resultados obtenidcs con las mejores preparaciones (en total hemós 
hecho 28, pero cambiando las técnicas de acuerdo a las circunsti.)..n-
cwsL En los preparados A - B - C se usó como úmco agente de 
elución el etanol a 25 grados y los resultados Iueron medwcres 
La preparamón D la presentamos por ser uno de los caso:s en 
que el aGetato de magnesio dió muy buen resultado en una sola 
solución. Las E y F son ejemplos de la técnica completa, 
Una vez obtenidos estos· resultados ya definitivos, decidimos 
hacer unas exper1enc~as en las cuales seguimos la técnica descrita 
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pero se trabajaba lo más rápidamente pc;;rble para evitar la inactí-
vación espontánea de la enzima, y al mismo trempo- haciendo la úl-
tima el]lción con agua destilada -evitando un exceso de sales mag-
n€sicas....,..-; siguiendo estas ideas se efectuaron las preparaciones G 
y H que dieron una riqueza de _2309 y 2208 unidades por mrhgra-
mo de nitrógeno. E! ligero aumento de riqueza con respecto al pre-
parado F, posiblemente es debido a nuestra mayor experiencia en 
el trabajo, 
CUADRO N•. 3 
1 ~ 1 Ext. crudo 1". Elución 2". Elución 3". Elución 
~-=-1 PPre· U./mg N 2"Pre·· U./mg.N. 3"Pre-- U/mg N ? cipita- y agente ctpita-- y agente cipita-- y agente 
p.¡ U./ mg. N. ción elUCión ción usado ción usado 
1 1 
-A¡ ~-~--~-~+~--'-+-3-0ll~!. r-r 
~ Ale. ~ Ale. .
1 
...., 
-·-· 
453.3 
Ale, 
577.,-
Ale. 
B jll 11.3 ~ ~2--7-5.-8-- ~ ~~~ ~ 
~ 1 ~ 
----- ---·- .. -. -~ 1··· ----
0 118.02- ----26~k. ~-~- as~u! ~~ --=~:· __ 
D 11 32.2 36Q.- 985.- i --
Ale. Mg,. 1 
~ 
, 
1 
1 
--;-¡---- .... -~ --··-- " ---- "~--- - ------9 o o ' 
" 
247 2 716.3 
1 
" 
1504 .. -
d ~ d 
~ Ale. • Mg. ~ M'g-
• ~ .. ~ 
---------
-------
1 
307.- 816,- 2086 5 
Ale. Mg, Mg, 
_:_1_24.-...... -···-· 
ABREVIATURAS: 
U/mg N, 
Ale 
Mg. 
Unidades ·de fosfatasa por miligramo de Nitrógeno total. 
Etanol a 25 grados. 
Solución saturada de acetato. de magnesiO. 
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SUMARIO 
r - Se ha determinado el pH óptimo de la actividad para la 
fosfatasa de la glándula mamar1a de vacunos y en período 
de reposo secretorio, 1'esultando ser alrededor de 9. Sólo 
se ha encontrado un tipo de fosfatasa. 
2°. ~ ,Se- describe una nueva técnica de purificación de. esta- cla-
se de fosfatasa, basada especialmente en la precipitación 
con etanol y acetona y luego solubillzación en una S<>lución 
saturada de acetato magnésico, reprecipitándola con etanoL 
3". - Las preparaciones más puras contienen 2.309 unidades de 
fosfatasa por miligramo de nitrógeno total 
( 1) 
( 2) 
( 3) 
( 4) 
( 5) 
( 6) 
( 7) 
( 8) 
( 9) 
(lo) 
(11) 
(12) 
(13) 
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